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景的癌症治疗方法。体内 T 细胞在进行免疫应答时，T 细胞活化需要双重信号
的协同作用，分别是抗原呈递信号和协同刺激信号。协同刺激分子通过为淋巴细
胞提供正性或负性的调控信号参与机体的免疫调控。肿瘤细胞会利用体内免疫调
节过程，表达或分泌的一些分子，对 T 细胞进行负向调控，抑制 T 细胞功能，阻
止机体免疫系统对肿瘤细胞增殖的监控。其中 T 细胞上的受体 PD-1 是对 T 细胞
进行负向调控的受体。大量研究表明，很多肿瘤都表达 PD-1 的配体 PD-L1(B7-
H1)，从而抑制 T 细胞功能的发挥。因此，用基因编辑的方式破坏 T 细胞上的 PD-
1 能够提高 T 细胞抗肿瘤能力。 
目前，TALEN 技术和 CRISPR/Cas9 技术已经广泛应用于各种细胞的基因修
饰，但是在人原代 T 细胞上进行基因修饰的有效性还受到限制。本研究采用
TALEN 技术和 CRISPR/Cas9 技术敲除 T 细胞上的 PD-1 受体。（1）在体外将靶
向 PD-1 基因的 TALEN 质粒转录成 mRNA，然后通过电转的方式对 T 细胞进行
基因敲除，TALEN 对 PD-1 基因的敲除效率分别是 7%和 3%。（2）CRISPR/Cas9
系统一般是以质粒的形式用于基因修饰，本研究将 CRISPR/Cas9 系统的 gRNA
体外转录成 mRNA，另一部分 Cas9 内切酶通过原核诱导表达纯化得到 Cas9 蛋
白，在体外把两者组装在一起，通过电转的方式敲除 PD-1 基因，PD-1 基因的敲
除效率是 8%。总之，我们建立了一套有效的方法用于 T 细胞的基因敲除。 
 




















Adoptive cellular immunotherapy is a novel and promising strategy for cancer 
therapy based on autologous immune cells which separated from patients,amplificated 
and induced to tumor specific immune effector cells in vitro firstly.The activation of T 
cells in human immune response requires synergistic dual signal,including antigen-
presenting signal and costimulatory signal.Costimulatory molecules participate in 
immune responses by providing positive or negative regulatory signals. Tumor cells 
can escape the monitoring of immune system by expressing and secreting some special 
molecules which can stimulate the negative regulation of T cells.Programmed death 1 
(PD-1) receptor is an important immune inhibitory molecule, a member of CD28 
superfamily expressed on the surface of lymphocytes.The ligand of PD-1 known as PD-
L1 (B7-L1) is expressed on the surface of tumor cells and it can inhibit the function of 
T cells by binding to PD-1, shown by numbers of studies.Therefore, downregulating 
the expression of PD-1 by gene editing is an effective way to enhance the anti-tumor 
abilities of T cells.  
At present,transcription activator-like effector nuclease (TALEN) and CRISPR/cas9 
technologies have been the major and important genetic tools for targeted gene 
modification.But the use of these two technologies in human primary T cells is limited 
for various reasons. In this study,TALEN and CRISPR/cas9 technologies were used to 
knockdown the PD-1 gene of T cells.(1) Two TALEN plasmids targeting PD-1 gene 
were transcripted to mRNA,and then transfected into T cells by electroporation 
method.The knockout efficiency of TALEN plamids were 7% and 3% respectively.(2) 
Gene modification using CRISPR/cas9 system is generally based on plasmids.In this 
study, gRNA and cas9 protein were preparied in vitro firstly,then electrotransfed to T 
cells after assembled to functional structure.The knockout efficiency is 8%. Finally,we 
constructed an effective method for gene knockout of T cells. 
 



































stimulatory molecules)与树突状细胞发生相互作用。如果是共刺激分子 CTLA4 与
CD80/CD86 相互作用，或者是 PD-1 与 PD-L1/PD-L2 相互作用会抑制 T 细胞的
免疫反应，而共刺激分子 CD28 与 CD80/CD86 相互作用则会促进 T 细胞的免疫
反应。而且在 T 细胞从初始 T 细胞转变成效应 T 细胞的过程中，需要 APC 同时
提供两个信号刺激 T 细胞才能完全激活。在 1970s 和 1980s 提出了 T 细胞激活的
“双信号”系统[3, 4]。根据这个模型，T 细胞在激活时需要双信号才能完全激活。























境而使 T 细胞无法从血管中渗透出来的 VEGF 等。 
1.1.2 肿瘤免疫逃逸及免疫耐受 
1. 避免免疫系统的识别 




样发生在肿瘤细胞内，例如 β2 微球蛋白(β2 microglobulin)的突变使其功能的缺
失 [6]、抗原加工相关转运蛋白 1(transporter associated with antigen processing 








FasL 与 T 细胞上的 Fas 结合，诱导 T 淋巴细胞发生凋亡[7]。 
3. 通过可溶性因子诱导免疫耐受 
(1) 转化生长因子(Transforming growth factor-β,TGF-β)在肿瘤中的作用是诱导免

















小鼠试验中发现，利用 TGF-β-RⅡ去中和 TGF-β 能够重新使肿瘤抗原特异性 T
淋巴发挥抗肿瘤作用[8]。另外，在小鼠移植瘤模型实验中发现，TGF-β 能够使调
节性 T 细胞(Tregs)抑制细胞毒性 CD8+T 细胞的功能[9]。 
(2) 其他一些发挥免疫耐受作用的可溶性因子 
肿瘤细胞、肿瘤基质细胞以及肿瘤相关的 DC 细胞都可以产生吲哚胺 2,3-二
氧化酶(Indoleamine 2,3-dioxygenase,IDO)，该酶是分解色氨酸(tryptophan) 的重要
的酶[10]，这种酶抑制 T 细胞是通过消耗 T 细胞增殖分化所需要的色氨酸。除了
色氨酸代谢之外，精氨酸酶(arginase)和一氧化氮合成酶(nitric-oxide synthase,NOS)
的代谢也会影响 T 细胞的抗肿瘤能力。还有，由肿瘤组织产生的环氧化酶
2(cyclooxygenase 2 ,COX2)及其下游产物前列腺素E2(prostaglandin E2,PGE2)能够
促进 IDO 和精氨酸酶的表达。并且，PGE2 还能通过诱导产生 Tregs[11]和骨髓来
源的抑制性细胞(myeloid-derived suppressor cells,MDSCs)发挥免疫耐受作用[12]。 
4. 细胞水平诱导的免疫耐受 
(1) MDSCs 是一群异质性的骨髓细胞(myeloid cells)，在小鼠中的标志是 CD11b+ 
Gr1+，而在人类中并没有特异性的标志。MDSCs 能够通过多种方式抑制 T 淋巴
细胞的抗肿瘤作用：MDSCs 通过表达精氨酸酶使肿瘤微环境中细胞外的精氨酸
浓度降低，从而通过抑制细胞周期的方式影响 T 细胞的扩增[13]，而且，精氨酸的
匮乏能够影响 CD3ζ 的表达，从而改变 T 细胞与靶细胞相互作用攻击靶细胞的能
力[14]；MDSCs 使 NOS 的表达量上升，从而使蛋白质中的酪氨酸硝化(tyrosine 
nitration)，这就使 T 细胞激活过程中酪氨酸的磷酸化受到抑制不能有效激活，无
法发挥抗肿瘤作用[15]；还有，在小鼠中的 CD11b+Gr1+ MDSCs 亚型能够使自然
Tregs 扩增以及使其他细胞转变成为 Tregs 细胞。 
(2) Tregs 细胞表达转录因子 Foxp3，并且 Foxp3 在 Tregs 细胞的免疫调节功能中
发挥重要作用[11]。分析病人来源的 Tregs 组成型表达(constitutively expression)负
向共刺激因子 CTLA-4 以及分泌免疫抑制功能的细胞因子 TGF-β 和 IL-10。Tregs
抑制抗肿瘤作用的方式：Tregs 通过颗粒酶(granzymes)或者穿孔素(perforin)直接
杀死抗原呈递细胞和效应性 T 细胞[16]；Tregs 通过在细胞表面高表达 CD25 竞争

















    免疫细胞中的 B7 家族和 CD28 家族提供的共刺激信号，对 T 淋巴细胞的激
活和耐受都起到非常重要的作用[17]。其中 PD-1 和 CTLA-4 是目前研究的比较多
的对 T 细胞提供负向共刺激信号的分子，而且在 T 细胞抗肿瘤作用的过程中，
这两个分子抑制 T 细胞的抗肿瘤作用。T 细胞上的 CTLA-4 和 CD28 的配体都是
由 APC 提供的 B7-1 和 B7-2，共刺激分子 CD28 促进 T 细胞的激活，而 CTLA-
4 与配体相互作用时给 T 细胞传递抑制性的信号。并且，CTLA-4 与配体 B7-1/B7-
2 结合的亲和力比 CD28 的高，因此 CTLA-4 能够与 CD28 竞争性结合配体[18]。
正是因为 CTLA-4 会抑制 T 细胞的激活，因此通过单克隆抗体抑制 CTLA-4 能够
保护 T 细胞的抗肿瘤作用。在小鼠肿瘤模型中验证，通过单克隆抗体抑制 CTLA-
4 增强了 T 细胞的抗肿瘤能力[19]，并且，目前 FDA 已经批准抗 CTLA-4 的单克
隆抗体用于黑色瘤的治疗药物在临床上使用。PD-1 会在激活的 T 淋巴细胞上表
达，给 T 细胞传递负向的共刺激信号，抑制 T 细胞的增殖。而且对许多的肿瘤
的研究发现，这些肿瘤组织都会过表达 PD-1 的配体 PD-L1，当 T 细胞在肿瘤部
位攻击肿瘤时，肿瘤细胞上过表达的 PD-L1 与 T 细胞上 PD-1 相互作用抑制 T 细
胞抗肿瘤作用。因此，干扰 PD-L1/PD-1 信号通路可以起到抗肿瘤作用，目前 FDA
已经批准了抗 PD-1 的单克隆抗体用于治疗黑色素瘤、非小细胞肺癌和肾细胞癌。 
1.2 PD-1 基因的发现 
在研究诱导细胞程序性死亡的过程中有哪些相关的基因参与了该过程时，
Tasuku Honjo et al.[20]研究了 2 种细胞系，分别是在缺乏 IL-3 时而处于程序性死
亡状态的造血祖细胞(hematopoietic progenitor cell)LyD9 及通过佛波酯(phorbol 
myristate acetate,PMA)和离子霉素(ionomycin)刺激而处于程序性死亡状态的 T 细
胞杂交瘤 2B4.11。由于典型的细胞程序性死亡的过程中都需要 de novo RNA 产
生和新的蛋白质的合成，所以利用消减杂交(subtractive hybridization)技术能够鉴
定细胞程序性死亡相关的基因。在 1992 年的时候，Tasuku Honjo et al.通过静息
状态的 LyD9 cDNA 和死亡状态的 2B4.11 cDNA 消减杂交得到的 mRNA 作为探
针，然后利用这种探针去捕捉静息状态的 LyD9 cDNA 和死亡状态的 LyD9 cDNA
















1.3 PD-1 基因结构及其变异体 
PD-1 是一个 50-55KDa 的含 288 个氨基酸的包含一个 IgV 样的胞内结构域
的Ⅰ型跨膜糖蛋白，除了含免疫球蛋白超家族结构域外，还有一个约 20 个氨基
酸的颈，一个跨膜结构域和一个大约 95个氨基酸残基的胞内结构域[21]，与CTLA-
4、CD28 和 ICOS 相比有 21%-33%的同源序列。CD28 家族的核心成员 CD28、
ICOS 和 CTLA-4 都是以二聚体的形式表达在细胞膜上，而 PD-1 是以单体的形
式存在的[22]。PD-1 的胞内结构域有两个含酪氨酸残基的结构区组成，其中靠近
胞膜的是免疫受体酪氨酸抑制基序 (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
motif ,ITIM)，另一个是免疫受体酪氨酸激活基序(immunoreceptor tyrosine-based 
switch motif ,ITSM)。由于 ITIM 在 CD72、FcγRIIB、KIR 这些免疫抑制型的受体
里广泛表达，所以也认为靠近胞膜的含酪氨酸残基的结构在 PD-1 中是起到抑制
性作用的。但是，利用表达不同突变体的 PD-1 的小鼠 B 细胞系进行体外实验发
现，起到抑制作用的是 ITSM 中的酪氨酸残基，而不是 ITIM 中的酪氨酸残基[23]。 
PD-1 是由 Pdcd1 基因表达产生的，该基因在小鼠中位于 1 号染色体，在人
类中位于 2 号染色体。在这两个物种中，Pdcd1 基因都包含 5 个外显子，外显子
1 编码一个短的信号序列，外显子 2 编码 Ig 结构域，外显子 3 编码胞外颈结构
和跨膜结构，一个短的含 12 个氨基酸的序列由外显子 4 编码构成起始的胞内结
构，C 端的胞内结构与长的 3´UTR。在激活的 T 细胞上克隆得到了剪接变异体
(splice variants)[24]。这些变异体缺失外显子 2，缺失外显子 3，缺失外显子 2 和 3，
缺失外显子 2 到 4。在静息的外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cells ,PBMCs)中，所有这些变异体除了缺失外显子 3(PD-1△ex3)的那种之外，都
有相似的表达水平。当应用 anti-CD3 抗体和 anti-CD28 抗体激活人的 T 细胞时，
所有这些变异体表达都显著上升。变异体 PD-1△ex3 mRNA 翻译产生的蛋白由
于缺失跨膜结构，与可溶解性的 CTLA4 类似，这种形式的 PD-1 蛋白在自身免
疫中起到重要的作用[25]。这种变异体会在类风湿性关节炎(rheumatoid arthritis)病
人的滑液(synovial fluid)和血清中富集[26]。Jingying Zhou et al.在外周血单个核细
胞中发现 PD-1 的一种新的亚型，这种亚型在外显子 2 上缺失了 42 个核苷酸(△
42PD1)[27]，这些核苷酸的缺失使该亚型的功能明显不同于之前研究的PD-1亚型，
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